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CONDUCHNPROTEIN UND VERWANDTES MITTEL ZUR DIAGNOSE UND ZUR TOERAPJE VON TUMOR- 
ERKRANKUNGEN 

Beschreibung 

Die Erfindung betrifft neue Wege zur Bekampfung von 
Tiraorerkrankungen durch Ausnutzung molekuiarbiologischer 
Zusawnenh&nge bei der Tuxaorentstehung . Sie betrifft iiu einzelnen 
ein Mittel zur Diagnose von Tuinorerkrankungen, und darauf 
aufbauend ein Mittel zur Therapie, Sie betrifft ferner das neue 
Protein Conductin, seine Mutanten und Varianten sowie Teile 
davon, die da2U analogen cDNA-sequen2en und deren Verwendung in 
gentherapeutischen und pharmakologischen Verfahren* 
Anwendungsgebiete der Erfindung sind die Medizin und die 
phanaazeutische Industrie. 

Cadherine und Catenine bilden Zelladhasionskomplexe, die in 
zahlreichen Geweben fiir die Anheftung der Zellen aneinander 
verantwortlich sind. Die Cadherine sind Transmembranproteine und 
stellen den direkten Kontakt zwischen benachbarten Zellen her, - 

ot, 6- und y-Catenin sind zytoplasmatische Komponenten, die die 
Cadherine xait dem Aktin-Zytoskelett verbinden. Neben der 
Funktion bei der Zelladhasion haben Catenine auch eine 
entscheidende Rolle bei Signal transduktionsprozessen. b-catenin 
in Vertebraten und das homologe Segmentpolarit&ts-Genprodukt 
Armadillo in Drosphila warden durch den Wnt/Wingless-Signalweg 
stabilisxert (Nusse, R. , Cell 89, 321-323, 1997). Dies fflhrt zu 
einer Erhohung der zytoplasmatischen, nicht an Cadherin 
gebundenen Fraktion dieser Proteine, die darauf hin ait HMG- 
Transkriptionsfaktoren der LEF-l/TCF-Familie wechselwirken 
kfinnen. Als Resultat wird 6-Catenin/Armadillo in den Zellkern 
transportiert, wo es zusanouen xnit den LEF/TCF-Proteinen an DNA 
bindet und bestiramte Gene aktiviert (Behrens, J. et, al., Nature 
382, 638^642, 1996), 

Dieser Signalweg spielt auch eine Rolle bei der Tumorentstehung* 
In Kolonepithel2ellen wird der zytoplasmatische pool von 6- 
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Catenin durch das Tuiuorsuppressor-Genprodukt APC (Adenomatosis 
Polyposis Coli) streng reguliert. Mutationen von apc, wie sie in 
etwa 80% aller Kolonkarzinome auftreten, fuhren zu verkiirzten 
Forxnen des APC Proteins, die nicht mehr in der Lage sind 6- 
Catenin 2u destabilisieren. Dadurch findet roan in diesen Tuinoren 
permanent^ Komplexe von 6-Catenin mit dem HMG-Transkriptions- 
faktor TCF-4, welche ftir die Transformation der Zellen 
verantwortlich gemacht werden. Diese Theorie wird gestiit2t durch 
den kurzlichen Befund, daB in Tuiaoren, in denen APC nicht 
verandert ist, Mutationen von fi-Catenin auftreten. Diese fuhren 
ebenfalls zur 2ytoplasmatischen Stabilisierung von fl-Catenin und 
zur Asso2iation mit LEF-l/TCF-Faktoren (Morin, P.J. et, al w 
Science 275 , 1787-1790). 

Die Erfindung hat das Ziel, einen neuen Weg zur verhinderung der 
Tuxnorentstehung zu finden. Der Erfindung liegt die Aufgabe 
zugrunde, ein Verfahren zur Kontrolle der Regulation von fi- 
Catenin in Korper zellen zu entwickeln. 

Gegenstand der Erfindung ist ein neues Protein, welches an B- 
Catenin bindet und zu desseia zytoplasmatischen Abbau fuhrt- 
Dieses Protein hat die Arainosauresequenz gemSfl Abb. 1 und wurde 
als CONDUCTIN bezeichnet. 

Das Erfindung beruht nun auf der eigenen Erkenntnis, daft 
Conductin uber eine B-CateninHBindungsdomane an 6-Catenin, tiber 
eine GSK 3B-Bindungsdomane an GSK 3B und tiber eine sogenannte 
RGS-Domane (Regulator of G-Protein Signalling) an APC-Fragraente 
bindet. Dadurch kommt es zum 2ytoplasioatischen Abbau von fi- 
Catenin und in Vertebraten zur Blockade des Wht/Wingless- 
Signalwegs. Daxnit ist klar, daB Conductin ein wichtiger 
Regulator der 6-Catenin-Funktion ist und iio Zusanooenspiel mit 
APC zur Tumorsuppression beitragt* 

Davon abgeleitet betrifft die Erfindung ein Mittel zur Diagnose 
von Tumorerkrankungen, welches dadurch gekennzeichnet ist, dafl 
das Vorhandensein und die Menge von Conductin ; seiner Mutanten 
und Varianten oder seiner Telle in Korperzellen nachgewiesen 
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wird. Dieser Nachweis kann auf der Proteinebene rait spezifischen 
Antikdrpern durchgefxihrt werden, spe2iell rait iaonoklonalen 
Antikdrpern . 

Die Diagnose von Tumorerkrankungen kann gemaB der Erfindung auch 
auf der Genebene erfolgen. Dazu werden mit ausgewahlten Primem 
und cDNA-Sonden, die aus der Gensequenz des Conductins 
abgeleitet sind, 

- das Gen, das fur Conductin, seine Mutanten und Varianten oder 
Teile davon kodiert, bzw. 

- JriRNA-Sequenzen, die von diesen Genen abgelesen werden, 
nachgewiesen - 

Das erfindungsgera&fie Mittel zur OTherapie von Tuirtorerkrankungen 
enthalt Substanzen, die die wirkung des conductins ira K6rper 
aktivieren/reaktivieren. Das sind vor allem Mittel, die den 
Genpromoter des Conductins aktivieren bzw* Mittel, die die 
Stabilitat der von den Conductin-Genen abgeleiteten m-RNA- 
Sequenzen erh6ht. Das Hauptziel aller dieser Mittel besteht 
erfindungsgemafi darin, die Aktivitat des Conductins in den 
K&rperzellen zu erhdhen. Dazu koiamen u. a. kleinmolekulare 
Substanzen in Betracht, die z. B. durch High-Througput-Nuinber- 
Screening gefunden werden. 

Die Erfindung irafaBt auch gentherapeutische Mittel, enthaltend 
Gene, die f\ir Conductin, seine Mutanten und Varianten oder Teile 
davon kodieren, bzw. mRNA-Sequenzen, die von diesen Genen 
abgelesen werden. 

Unter Schutz gestellt wird ferner das neue Protein Conductin 
gem&B Abb. 1 - SEQ ID No. 1, seine Mutanten und Varianten sowie 
Teile davon, Besonders bevorzugte Teilsequenzen sind die 
Aminosauren 78-200 (RGS) - SEQ ID No. 2, 343-396 (GSK 33- 
Bindungsdoiaane) - SEQ ID, No. 3, 397-465 (B-Catenin- 
BindungsdomSne) - SEQ ID No. 4 und 783-833 (Dishevelled 
Homologie-Region) - SEQ ID No* 5* Zum Schutzuxafang geboren auch 
Teilsequenzen des Adenomatosis Poliposis Coli (APC), 
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gekennzeichnet durch die AminosSuresequenzen 1464-1604, 1516- 
1595 , 1690-1778 und 1995-2083 als RGSHDoxnanen-Interaktionsorte. 

GleichenaaBen beansprucht werden die analogen cDNA-Sequenzen , 
insbesondere die voile cDNA-Sequenz des Conductins (Basenpaare 
x-2825) gem&B Abb, 2 - SEQ ID No. 6 sowie die Teilsequenzen des 
conductins der Nukleotidfolge 446-814 (RGS-Genabschnitt) - SEQ 
ID No- 7, der Nukleotidfolge 1241-1402 (Genabschnitt der GSK 36- 
Bindungsdomane) - SEQ ID No. 8, 1403-1609 (Genabschnitt der B~ 
Catenin-Bindungsdoiafine) - SEQ ID No. 9 und der Nukleotidfolge 
2561-2713 (Genabschnitt der Dishevelled Homologie-Region) - SEQ 
ID No* 10. 

Die Erfindung wird durch die folgenden Ausftihrungsbei spiel e 
naher erlautert. 

Conductin wurde durch einen Hefe 2-Hybrid Screen als B-Catenin- 
Interaktionspartner identif iziert. Die vollstandige cDNA-Sequenz 
wurde daraufhin isoliert und sequenziert. Die abgeleitete 
Aauinosauresequenz von Conduction ist in Abb* 1 gezeigt, die 
Nukleotidsequenz in Abb. 2 und die Gegentiberstellung von 
Aminosaure- und Nukleotidsequen2 in Abb. 3. Conductin besteht 
aus 840 Aminosauren und hat ein Molekulargewicht von 92,8 kDa. 
Durch Sequenzvergleiche wurde iro Conductin eine RGS-Domane 
(Aminosfiuren 78-200) und eine zu dem Protein Dishevelled 
verwandte Domfine (Aminosauren 783-833, Dishevelled Homologie- 
Region) identif i2iert (Abb. 1-3). Die GSK 3B- und B-Catenin~ 
Bindungsdomanen (Aminosauren 343-396 bzw. 397-465) vurden durch 
Interaktionsstudien im 2 -Hybrid-System entdeckt (Abb. 4). Es 
zeigte sich, daB diese Doxnanen ausreichend und notwendig fur die 
Bindung an GSK 3B bzw. 6-Catenin sind (Abb. 4), wohingegen die 
RGS- und Dishevelled Homologie-Region nicht beteiligt sind. Die 
Wechselwirkung von Conductin rnit GSK 3B bzw. B-Catenin wurde 
aucb in Co-Iimunpra2ipitationsexperimenten biochemisch bewiesen. 

Die Wirkung von Conductin auf B-Catenin wurde in SW480 Zellen 
untersucht. In diesen Zellen ist das Tumor-Suppressor-Genprodukt 
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APC mutiert, wodurch es 2U einem Anstieg des cytoplasmatischen 
und vor allem nuklearen Gehalts von B-Catenin koxcunt. Die 
Einbringung von Conductin in diese Zellen fuhrt 2u einem 
drastischen Abbau von fl-Catenin, wodurch die Zelle von 
oytoplaBmatischem und im Zellkern befindlichen 6-Catenin 
depletiert wird (Abb- 4)* Diese Wirkung auf den Gehalt von B- 
Catenin ist gleich stark wie die von nichtmutiertem APC, woraus 
geschlossen werden kann, daB Conductin ebenfalls als 
Tumorsuppressor durch Regulation von B-Catenin wirkt* Es wurde 
auBerdem gezeigt, daB Conductin den wnt/wingless-Signalweg auch 
in Xenopus-Embryonen durch seine Wirkung auf B-Catenin herarat. 

Es wurde auBerdeia festgestellt, daB Conductin iait APC direkt 
interagiert, APC-Fragmente von Aminos&ure 1464-1604, 1516-1595, 
1690-1778 und 1995-20S3 wurden als Interaktionsstellen far 
conductin identifiziert. In Conductin erfolgt die Bindung an APC 
iiber die RGS-Dom&ne ; dieser Bereich ist ausreichend und 
notwendig fur die Interaktion* Die anderen Dom&nen in Conductin 
sind nicht beteiligt (Abb. 4). 
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Legende zu den Abbildungen: 

Abb. 1 

Aminosau rAfte quenz von Conductin 

Die Conductin cDNA kodiert ein Protein von 840 Aminosauren mit 
einem berechneten Molekulargewicht von 92,8 kDa, Die RGS-Domane 
(doppelt unterstrichen) , die fi~Catenin-Bindungsdomane (einfach 
unterstrichen) und die Dishevelled Homologie-Region sind durch 
Fettdruck hervorgehoben, 

&>br 2 

N^ kleo-hidseouenz von Condu ctin von Position 1-2825 
Die Sequenzbereiche sind analog zu Abb.l markiert. 
A bb. 3 

GectenQberstelluno von Aminosaure- und Nukleotidsequen2 von 

££n&££tin 

Abb, „£ 

Analyse der Interaktion v on conductin und seinen Teilen mit fi~ 
Catenin r APC und GSK 3B 

Das Conductin Protein und abgeleitete Teilstucke sind 
schematisch dargestellt. Hervorgehoben sind die RGS-Domane 
(RGS) , die GSK 3B-Bindungsdomane (GSK BD) und die B-Catenin- 
Bindungsstelle (B-BD) • Die Interaktion mit B-Catenin xait den APC 
Fragraenten von Aminosaure 1464-1604 (APCfr.l) und 1516-1595 
(APCfr. 2) und GSK 38 wurde im Hefe 2-Hybrid Assay untersucht 
und als B-Galaktosidase Einheiten quantif iziert, Man erkennt, 
daB die Bindung an 8-Catenin auf die B-Catenin-Bindungss telle 
beschrankt ist, die anderen Teile des Proteins tragen dazu nicht 
bei. Die Analyse zeigt auBerdem die ausschlieBliche Interaktion 
von APC mit der RGS-Dom&ne von Conductin. Vergleichbare 
Ergebnisse fiir die Bindung an die RGS-Domane wurden mit APC 
Fragraenten von Aminosaure 1690-1778 und 1995-2083 erhalten. Der 
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Abbau von B-Catenin in SW480 Zellen durch Conductin wurde nach 
transienter Expression der angegebenen Proteine und 
Inanunfluores2en2-Farbung von B-catenin analysiert. Nur 

Teilstficke von Conductin, die an B-Catenin binden, fuhren 2U 
dessen Abbau. Die Analyse zeigt schlieBlich die Bindung von GSK 
3B an die GSK 36-Bindungsdomane von Conductin. 



Patentanspruche 

1. Mittel zur Diagnose von Tumoren, enthaltend eine Substanz, 
wit der 

- Conduct in gemaB Abb. l oder Teile davon bzw. 

- Gene, die fur Conductin oder Teile davon kodieren, bzw. 

- nHRNA-Sequenzen, die von diesen Genen abgelesen werden, 
nachgewiesen werden. 



2. Mittel 2ur Diagnose von Tumoren nach Anspruch 1, enthaltend 
spe2ifische Antikorper gegen Conductin oder Teile davon. 

3. Mittel 2ur Diagnose von Tumoren nach Anspruch 1 und 2, 
dadurch gekertn2eichnet, dafi die spezifischen Antikorper 
monoklonale Antikorper sind. 

4. Mittel zur Diagnose von Tumoren nach Anspruch 1, enthaltend 
korxespondierende Oligonukleotid-Primer bzw . DNA-Sonden zum 
Nachweis der Gene und deren Mutationen. 



5* Mittel zur Diagnose von Tumoren nach Anspruch 1, enthaltend 
korrespondierende Oligonukleotid-Primer bzw* DNA-Sonden zum 
Nachweis der RNA-Sequenzen. 

6. Mittel zur Therapie von Tumoren, enthaltend eine Substanz, 
die die Wirkung des Conductins im Korper aktiviert/reaktiviert. 

7. Mittel nach Anspruch 6, enthaltend eine Substanz, die den 
Genpromoter des Conductins aktiviert. 

8. Mittel nach Anspruch 6, enthaltend eine Substanz, die die 
Stabilitfit der mRNA-Sequenzen erhoht. 



9. Mittel nach Anspruch 6, enthaltend eine Substanz, die die 
Aktivitat des Conductins erhCht. 
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10- Conductin, gekennzeichnet durch die Aminos&uresequenz 1-840 
gemafi Abb. 1 (SEQ ID No. 1), wobei Abb. 1 Bestandteil dieses 
Anspruchs ist. 

11. Teilsequenz des Conductins nach Anspruch 10, gekennzeichnet 
durch die Aminosauresequenz 78-200 (RGS-Doinane) der Abb. i (seq 
ID Mo. 2). 

12* Teilsequenz des Conductins nach Anspruch 10, gekennzeichnet 
durch die AminosSuresequenz 343-396 (GSK 3fl) der Abb. 1 (SEQ ID 
No. 3). 

13. Teilseguenz des conductins nach Anspruch 10, gekennzeichnet 
durch die Aminosauresequenz 397-465 (B-Catenin-Bindungsdomane) 
der Abb. 1 (SEQ ID No. 4). 

14. Teilsequenz des Conductins nach Anspruch 10, gekennzeichnet 
durch die Aminosauresequenz 783-833 (Dishevelled Homologie- 
Region) der Abb. 1 (SEQ ID No 5). 

15. Teilsequenzen des Adenomatosis Poliposis Coli (APC) , 
gekennzeichnet durch die AminosSuresequenzen 1464-1604, 1516- 
1595, 1690-1778 und 1995-2083 als RGS-DoMnen-Interaktionsorte. 

16. cDNA-Sequenz des Conductins der Nukleotidfolge 1-2825 der 
Abb. 2 (SEQ ID No. 6), wobei Abb. 2 Bestandteil dieses Anspruchs 
1st. 

17. cDNA-Teilsequenz des Conductins der Nukleotidfolge 446-814 
(RGSMSenabschnitt) der Abb. 2 (SEQ ID No. 7). 

18. cDNA-Teilsequenz des Conductins der Nukleotidfolge 1241-1402 
(Genabschnitt der GSK 3/J-Bindungsdoroane) der Abb. 2 (SEQ ID No. 
8). 
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19. cDNA-Teilsequen2 des Conductins der Nukleotidfolge 1403-1609 
(Genabschnitt der fi-Catenin-Bindungsdomane) der Abb, 2 (SEQ ID 
No. 9). 

20- cDNA^Teilsequenz des Conductins der Nukleotidfolge 2561-2713 
(Genabschnltt der Dishevelled Homologie-Region) der Abb. 2 (SEQ 
ID No. 10). 

21. Verwendung des Conductin-Gens fGr die Gentherapie von 
Tuiaorerkrankungen , dadurch gekennzeichnet, dafi ein Vektor mit 
dean Conductin-Gen konstruiert wird, anschliefiend ein Gentransfer 
in den menscblichen KSrper erfolgt und damit die Aktivit&t des 
Conductins in Kdrper2ellen wiederhergestellt wird* 
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MSSAVLVTLLPDPSSSFREDAPRPPVPGEEGETPPCQPSVGKVQSTKPMPVSSJIARRNED 60 
GLGEPEGRASPDSPLT RWKSIiHSLLGDQDGAYLFRTFIJ^ 120 

lKLKDTKTLRVAKA^ 180 
VMEm^YQVFLTSDIYLEYVRSGGENTAYMSNGGLGSLK^/LCGYLPTLNEEEEOT 240 

CKLSPTWGLSSKTLRATASWSTETAENGFRSFKRSDPVNPyKVGSGYVFAPATSANDS 300 
ELSSDALTDDSMSMTDSSVIXr^ 360 
EttTrrePAAgM^ISRI^OKTCT^ 420 
HgLALLPSGSYEro 480 
TLLSTGGKLPPVAACPLLGGKS FLTKQTTiCHWKHKYIKK-IAVPKTKEZIZAEATQRVRCL 540 
CPGGTDYYCYSKCKSHPKAPEPLPGEQFCGSRGGTLPKS^KGTEPGLALSARCGGMSSA 600 
AGGPQLPGEEGDRSQDWQWMLESERQSKSKPHSAQSIRKSYPLESA^AAPGEHVSRKKL 660 
LGASGKSRSVARAHPFTQDPAKPPLTPPNTIAQLEEACRRLAiVSKPQKQRCCVASQQRD 720 
P^iHSAAGQAGAS?FAN?SLA?EDKKEPK2aLA3Vl^ 73G 



Abb. 1 



ERSATZBLATT (REGEL 26) 
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CAGCCGITCOCQATGGAmCGGGGCCACCCGGAGGCC 6 0 

AGAGttTTGCTGTAAMQAGAGG^ 120 

AGCCGATTGCTGAGAGGMCTGGMGAAGAAAAAGGAGGAGGAGGGAAA^AAAGCAAAAC 180 

AAMTCC AMCTC\CTQ^GAC QCTTCTCCCTQ^C CAT GAOTAGCGC CGTGITAGTGA.CTCT 240 

CCTTCCAGATCCCAGCAGCAGCTTCCGCGAGGA^ 3 00 

agaaggggagaccccaccgtstcagcctagtgtggg 360 

gcccgtttcctctaatgtn , aggcgga\tgaaga 42 0 

ciccccccftttcccctttoaccaqg tgg?^^ 480 

c^tottgcatacctcttccg^ 540 

CTTCT<^TTTGCTTGTAATGGGTTCAGG^ 6 00 

AGTGG^CAAAGCAATCTATAAGASGT^^ 660 

GMjGCCCGGC&OXA^ 72 0 

C^TGrTTT(^C^J3G^ 7 80 

GffTGTTS&CTTCTGAC^^ 84 0 

CATGAGTMCGGGGGACTGGGGAGCCTAMG 900 

TGAAGAAGAGGAGTGGACGJTGTGCCGACCTCAAOT^ 95 0 

CrC(JTCCAQCA>AA.CTCTTCGGQCCACCGCGAGT^ 1020 

C3GATTCAGGTCCTICAAGAGAAGCGACCCAGTCM^ 1080 

lOTCTTTOCMCAOCCACCAGCGCCM 114 0 

CGATTCCATGTrCCATGACGGACMITM 1200 

TAAGAAACSAGCTCCAGAGAQAGftTCCATC 12 60 

^CT^TTTJTCC^ 1320 

CTTCGCCGCCGAGCTCATCTCCAGGCTGGAGAAACTG 138 0 

TAGTCTGCSUSGATCGGCTG^^ 144 0 

GQCCCTGA£k2TCACGGGATGG^^ 1500 

CA^TATGAAGAGG^CCACBAAG 1560 

CCACCACCAGC^CCACCACCATCAGCAGTGTCATACCCl'l C i ITCGACTGGGGGCAAGCT 1680 

GreCCCCGTOGCTOCTTOCCCCCICClTGGAG^ 1740 

GAAGCACGITCACCI^CCACIA^^ 18 00 

CGAGGCA GAAGC CACACA GAGAGTC GGCTGCCXCTCTCCTGGGGGAAC AGATTATIATTG 18 60 

CTACTCCAAATGCAAAAGC C ACCCGAAGGCTCCAQAGCCC CTGCCrGGGGAGCAGTITTG 1920 

TGGCAGCAGAGGTGGPTAC CTTGCCAAftAC GGAATGCAAAGGGC^CCGMCCGGGTCTTGC 1980 

ACTCTCGGCCAGGGATGGAGGGATGTCCAOTGCA9CGGGGGGCCCCCAGCTTCCIGGGGA 2040 

AGAAGGAGACCGGTCACAGGATGTCnnjGCAGTGGA 2100 

GTCCAAGCCC^TAGTGCCCAAA^^^ 2160 

C^CCCAGGAG&ACGACTCAGCCGG 2220 

AGTGGCCCGGGCTCACCCATmCCC^^ 2280 

CACnTGGCACAGCTAGAGGMGCCTGCCGCAGGCrGGCAGAGGTGICGMGCCCCAGA^ 2340 

GCAGCGGTGCTGCGTGQCXAGTCAGCAGAGGGA 2 4 00 

AGGAGCCTCACCOTCGCCAACC^ 24 60 

ACIGGCAAOTGTCCACGCGCTCCAGGCCA^ 2520 

AGAAGAAATICCAXACAGGAGGATGCXGMGGCrrCAAAGCTTGACCCTGGrc 258 0 

GGAiSCAGCTCAGGAAAAAGGGAAATTAC^GGTATTATT^ 2640 

TGCCTC^GG&GCAGTTTTTGA^ 2700 

JWSCCiU^TCCTGGGCAAAJGTO 2760 

CCTGGGCAAGCACCTCGGCGTGCACCATO 2820 
TACGC 2825 



Abb. 2 



ERSATZBLATT (REGEL 26) 
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ERSATZBLATT (REGEL 26) 
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